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5 La presente invention concerne Putilisation d'un anticorps pour la fabrication (Tun 
m6dicament destin6 a induire la s6cr£tion d'au moins une cytokine par une cellule 
effectrice appartenant au syst&ne immunitaire, ledit anticorps etant caract6ris6 en ce 
qu'il est obtenu par un proced6 de selection comprenant une mise en contact de 
cellules effectrices du syst&ne immunitaire exprimant le r^cepteur CD 16, transferases 

10 ou non, dans un milieu r6actionnel en presence de Panticorps k tester et de Pantigdne 
dudit anticorps et une mesure de la quantity d'au moins vine cytokine produite par la 
cellule exprimant le r6cepteur CD 16. 

L*immunoth6rapie k Paide d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux est en passe de 
15 devenir un des aspect les plus importants de la m6decine. En revanche, les r^sultats, 
obtenus lors d'essais cliniques apparaissent contrastes. En effet, il peut s'av6rer qu^ 
l'anticorps monoclonal ne soit pas suffisamment efficace. Aujourd'hui, la recherche? 
s'oriente sur le fragment Fey de Pimmunoglobuline afin d'ameliorer les propri&es des 
anticorps. A terme, cela devrait permettre Pobtention d 'anticorps qui interagissent et 
20 activent les recepteurs des cellules effectrices (macrophage, lymphocyte T, H et NK). 

La fixation d'un anticorps sur son ligand peut induire une activation de certaines 
cellules effectrices via leurs r6cepteurs Fc. Une des consequences de Pactivation des 
cellules est non seulement Pinduction de propri6t6s fonctionnelles, comme PADCC ou 
25 Pactivation du complement, mais aussi la production de cytokines. Ces cytokines, 
produites au site deactivation des effecteurs, peuvent exercer diff6rentes activites 
biologiques. 

Or, dans le cadre de Pinvention, on a trouve que Pactivation les recepteurs des cellules 
30 effectrices produits des rdponses tres diff&rentes conduisant a la liberation d'une ou 
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plusieurs cytokines. Ces cytokines sont responsables de Tactivation ou de Finhibition 
de certains composants du systeme immunitaire selon le cas. 

Ainsi, le probleme est de savoir qu'elle est la capacite d'un anticorps donne a stimuler 
5 la production de cytokines par les cellules effectrices et quelles sont les consequences 
d'une telle activation en fonction de la nature des cytokines liberees. 

II peut s'avSrer par exemple q'un m&ne anticorps dirig6 contre un antigene donn6 soit 
complement inefficace lors qu'il est produit dans des lignees de myelome de souris, 
10 alors quMl se montre tres efficace lors qu'il est produit dans d'autres lignees 
cellulaires. 

Ainsi, Tobjectif est d'utiliser des anticorps qui ont 6t<§ prealablement selectionn6s pour 
leur capacite a activer tels ou tels composants du systeme immunitaire, par exemple 
1 5 P ADCC ou au contraire qui sont incapables d'induire une reponse cytotoxique. 

A cet effet, on a trouv6 que la fixation d'un anticorps sur son ligand peut induire une 
activation de la cellule Jurkat transferee CD 16 induisant la secretion d'IL2. Une forte 
correlation est observee entre la secretion d'IL2 par Jurkat CD16 et l'activite ADCC 
20 mediae par le CD16 des cellules effectrices. 

L'invention propose done d'utilisation des anticorps selectionnes par un test jurkat 
CD 16 par mesure d'IL2 s6cret6e ou d'autres cytokines, ce qui permet de garantir 
Tactivite biologique desdits anticorps pour un usage therapeutique. 

25 

Description 

Ainsi, la presente invention se rapporte k 1 'utilisation d'un anticorps pour la fabrication 
30 d'un medicament destine a induire la secretion d'au moins une cytokine par une cellule 
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effectrice appartenant au systSme immunitaire, ledit anticorps etant caracterise en ce 
qu'il est obtenu par un procdde de selection comprenant une mise en contact de 
cellules effectrices du systeme immunitaire exprimant le recepteur CD 16, transformees 
ou non, dans un milieu r&tctionnel en presence de Panticorps a tester et de Pantigene 
5 dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au moins une cytokine produite par la 
cellule exprimant le recepteur CD 16. 

On entend par cellule transform^, une cellule modifiee g6netiquement de sorte a 
exprimer un recepteur, en particulier le recepteur CD 16. 

10 

De preference, on utilise pour la s61ection des anticorps une lignSe Jurkat transfect6e 
avec un vecteur d'expression codant pour le recepteur CD16 comme cellule effectrice. 
Cette lign^e est particulierement avantageuse car elle est immortalis6e et se developpe., 
indefiniment dans des milieux cultures. » 

Lesdites cytokines Iib6r6es sont des interleukines, des interferons et des facteurs de 
necrose tissulaire (TNF), 

Ainsi, Panticorps selectionne a la capacite d'induire la secretion d'au moins une 
cytokine choisie paimi IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,... 
20 TNFa et IFN? par les cellules effectrices du systeme immunitaire exprimant le 
rdcepteur CD 16. 

De pref6rence, Panticorps s61ectionn6 a la capacity d'induire la s6cr6tion d'IL-2 par les 
cellules effectrices du systeme immunitaire exprimant le recepteur CD 16. Le taux 
25 d'interleukine IL2 s6cret6e reflete la qualite de Tanticorps fixe par le recepteur CD 16 
quant a son int^grite (fonction FC) et k son efficacite (site antig6nique) de liaison k 
Pantigene. La mesure du taux d ! IL2 est corr61ee a une activity du type ADCC. 

En outre, Panticorps peut Stre s61ectionn6 apr£s avoir 6t6 purifi6. 
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La selection peut se faire sur des anticorps produits par des cellules couramment 
utilis6es pour la production d'anticorps th6rapeutiques, telles que CHO, YB2/0, les 
cellules lymphoblasto'ides humaines, les cellules d'insectes et les cellules de myelomes 
murines. La selection peut egalement €tre appliqu6e a revaluation aux anticorps 
5 produits par des plantes transgeniques ou de mammiferes transgeniques. 

Dans un mode de realisation particulier, l'anticorps s61ectionne est capable d'induire la 
secretion d'au moins une cytokine par une cellule leucocytaire, en particulier de la 
famille des NK (natural killer) ou par des cellules du groupe monocytes-macrophages. 

10 

L'invention se rapporte egalement 1 'utilisation des anticorps selectionn6s droits ci- 
dessus specifiques d'un antig&ie qui provient d'une cellule pathologique ou d'un 
organisme pathogene pour lTiomme. 
Cet anticorps est un anticorps monoclonal ou polyclonal. 

15 

Par exemple, l'anticorps est un anticorps monoclonal ou polyclonal de specificity anti 
Rhesus du globule rouge humain. 

L'anticorps selon l'invention peut egalement etre un anticorps dirige contre des virus 
pathogenes pour Thomme, contre des antigenes de tumeurs malignes ou contre les 
20 antigenes d'une bact£rie ou d'un parasite pathogene pour Thomme. 

Avantageusement, l'anticorps s61ectionn6 montre une augmentation sup6rieure h 
100%, 250%, 500%, ou 1000% du taux de liberation d'IL-2 par rapport au contr61e en 
absence d'anticorps ou en presence d'un anticorps donne comme reference negative. 
25 Les precedes decrits ci-dessus peuvent 6ventuellement Stre realises en pr6sence 
d'immunoglobulines humaines (IVIg). 

Dans un aspect suppl6mentaire, l'invention vise 1'utilisation desdits anticorps 
selectionn6s comme support therapeutique en m6decine humaine, notamment pour la 
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fabrication d'un m6dicament destine au traitement des maladies autoimmunes, 
inflammatoires, des cancers et des infections par des agents pathog&nes. 

Dans un autre aspect, ^invention porte sur un kit permettant d'6valuer Tactivit6 
5 biologique d'un anticorps comprenant des moyens et des reactifs n6cessaires pour le 
dosage d'au moins une cytokine, par exemple IL-2, IFN et/ou TNF, et des cellules 
effectrices exprimant un ou plusieurs recepteurs FcR, notamment le recepteur CD 16. 

L6gende 

10 

FIGURE 1 : Liberation de cytokine (IL-2, IFN et TNF) de leucocytes induits par 
des anticorps en presence de leur cible* 

A- Schema deactivation des leucocytes. 

B- Les leulocytes ont et6 incub6s avec differents anticorps en presence d'hematies*. 
15 Apr£s une nuit d 'incubation, la liberation de TNFa et IFN? dans le sumageant a 6t6 
quantifiee par ELISA. £ 

FIGURE 2 : Liberation de cytokine (IFN, TNF) de cellules NK induites par des 
anticorps en presence de leur cible (LFB-R297-RBC)- 13/06/02 
20 A- Schema d' activation des cellules NK. 

B-Des cellules NK purifiees ont 6t6 m61angees avec differents anticorps anti-D en 
presence d'h6maties rhesus +. Apr6s une nuit d'incubation, la liberation de TNFa et 
IFN? dans le surnageant a et6 quantifiee par ELISA. 

25 FIGURE 3 : Liberation de cytokine (IFN, TNF) de cellules NK induites par des 
anticorps en presence de leur cible (LFB-R297-RBC)- 13/08/02 
Des cellules NK puriftees ont et6 m61ang(§es avec diff6rents anticorps anti-D en 
pr6sence d'h&naties rhesus +. Aprds une nuit d'incubation, la liberation de TNFa et 
IFN? dans le surnageant a 6t6 quantifiee par ELISA. 

30 
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FIGURE 4 : Lib6ration d'IL2 de Jurkat CD16 induites par un anti-CD20 

A- Schema deactivation de cellule Jurkat 

B- Des cellules Jurkat CD 16 ont et6 melangees avec differents anticorps anti-CD20 en 
presence d'h&naties rhesus + et de PMA. Apres une nuit d'incubation, la liberation 
d'II^2 dans le surnageant a 6t6 quantifiee par ELISA. 

FIGURE 5 : Liberation d ! IL2 de Jurkat CD16 induites par un anti-D 

A- Schema d' activation de cellule Jurkat. 

B- Des cellules Jurkat CD 16 ont 6te melangees avec differents anticorps anti-D en 
presence d'hematies rh6sus + et de PMA. Apres une nuit d'incubation, la liberation 
d'IL-2 dans le surnageant a ete quantifiee par ELISA. 

Exemple 1 : Test Jurkat CD 16 

Anticorps temoins : 

Anticorps polyclonaux WinRho, anticorps monoclonal DF5-EBV, anticorps 
monoclonal DF5-YB2/0 

Principe : 

Ce test estime la capacite des anticorps anti-D a se fixer sur le recepteur CD 16 (Fc 
gamma RIII) exprim6 sur les cellules Jurkat CD 16 et k induire la secretion d'IL2. 
Ce test consiste a mettre en contact en P96 : les anticorps anti-D, les h6maties Rhesus 
positives traitees a la papaine, les cellules Jurkat CD 16 et du PMA. 
Apr£s une nuit d'incubation k 37°C, on centrifuge les P96 et on dose dans le 
surnageant la quantite d'IL2 secr6t6e. 
Mode op&atoire 
Materiel 

Anticorps temoins positif : Poly-D WinRho, DF5 YB2/0. 
Anticorps t&noins n6gatifs : DF5 
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Hematies Rhesus positif 

Cellules Jurkat CD 16 

Kit dosage IL2 : Quantikine de chez R/D. 

Methode 

5 Traitement a la papaine des hematies. 

lml de culot d'hematies incube avec 1ml d'une solution de papaine (lmg/ml) diluees 
en PBS incubee lOmn a 37°C. Puis 3 lavages en H20-NaCl 0.1 5M. 
Melange reactionnel : 

-Anticorps : 50ul d'une dilution a 150ng/ml en IMDM 5% SVF 
10 -PMA 50ul d'une dilution a 40ng/ml en IMDM 5% SVF 

-Hematies traitees a la papaine. 50\i\ a 8 106/ml en IMDM 5% SVF 
-Jurkat CD 16. 50ul a 2x 106/ml en IMDM 5% SVF 
Incubation 1 nuit a 37°C 

Puis centrifugation des plaques, prelevement de lOOul de surnageants et dosage d'IL2 
1 5 avec le kit commercial, lecture a 450nm. 

On donne les valeurs (en pg/ml) sous forme d'histogramme pour chaque echantillon...,. r 
Exemple 2 : activation de cellules NK et production d'BL2 et d'lFNy 

20 

Modele de mise au point : lign6e cellulaire Jurkat transfect6e avec le gene codant pour 
le recepteur CD16. Applications : renforcement d'une r6ponse anti-tumorale. L'IL2 
induit une activation des lymphopytes T et des cellules NK pouvant aller jusqu'a une 
stimulation de la proliferation cellulaire. L'IFNy stimule l'activit6 des CTLs et peut 
25 renforcer l'activite des macrophages. 

Exemple 3 : activation de monocytes macrophages et production de TNF et d'lL- 
lRa 
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Applications : renforcement de la phagocytose et induction de proprietes anti- 
inflammatoires. Le TNF stimule la proliferation des macrophages et des lymphocytes 
infiltrant les tumeurs. L/IL-IRa est une cytokine qui entre en competition avec PIL1 
au niveau de son r6cepteur et exerce ainsi un effet anti-inflammatoire. 

5 

Exemple 3 : activation de cellules dendritiques et production d'lLlO 

Applications : induction d'une tolerance spScifique k certains antigenes. L'lLlO est 
une molecule inhibitrice de Pactivation de differentes cellules effectrices et de la 
1 0 production de cytokines. 
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REVINDICATIONS 

5 1. Utilisation d'un anticorps pour la fabrication d'un medicament destin6 k induire la 
s6cr6tion d*au moins une cytokine par une cellule efifectrice appartenant au syst&ne 
immunitaire, ledit anticorps etant caracterise en ce qu'il est obtenu par un proced6 de 
selection comprenant une mise en contact de cellules effectrices du syst&me 
immunitaire exprimant le recepteur CD 16, transformSes ou non, dans un milieu 

10 r<§actionnel en presence de Tanticorps & tester et de l'antigene dudit anticorps et une 
mesure de la quantite d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le 
r6cepteur CD16. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caract6rise en ce que le precede de s61ection est 
15 mise en oeuvre avec une cellule Jurkat exprimant le recepteur CD16. 

3. Utilisation selon Tune des revindications 1 a 2, caracterise en ce que les cytokines 
libSrees sont des interleukines. 

20 4. Utilisation selon Tune des revendications 1 h 2, caract6ris6 en ce que les cytokines 
Iib6r6es sont des interferons. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 2, caract6ris6 en ce que les cytokines 
liberees sont des facteurs de necrose tissulaire (TNF). 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 2, caracteris6 en ce que Panticorps 
selection^ a la capacity d'induire la secretion d'au moins une cytokine choisie parmi 
IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, TNFa et IFN? par les cellules effectrices du systeme 
immunitaire exprimant le r6cepteur CD 16. 

30 




9 



RBVENPICATIONS 

5 1. Precede de selection d'un anticorps pour la fabrication d'un medicament destine a 
induire la secretion d'au moins une cytokine par une cellule effectrice appartenant au 
systeme immunitaire, comprenant une mise en contact de cellules effectrices du 
systeme immunitaire exprimant le recepteur CD 16, transform<§es ou non, dans un 
milieu reactionnel en presence de Fanticorps k tester et de Fantigene dudit anticorps et 
10 une mesure de la quantite d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le 
recepteur CD 16, 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre avec une 
cellule Jurkat exprimant le recepteur CD 16. 

15 

3. Precede selon Fune des revendications 1 a 2, caracterise en ce que les cytokines 
lib£rees sont des interleukines. 

4. Proc^de selon Fune des revendications 1 a 2, caracterise en ce que les cytokines 
20 liberees sont des interferons. 

5. Precede selon Fune des revendications 1 & 2, caracterise en ce que les cytokines 
liberees sont des facteurs de necrose tissulaire (TNF). 

25 6. Precede selon Fune des revendications 1 h 2, caracterise en ce que Fanticorps 
seiectionne a la capacite d' induire la secretion d'au moins une cytokine choisie parmi 
1L-1 , IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, TNFa et IFNy par les cellules effectrices du systeme 
immunitaire exprimant le recepteur CD16. 
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7. Utilisation selon la revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ce que l'anticorps 
s61ectionn6 a la capacite d'induire la s6cr6tion d'IL-2 par les cellules effectrices du 
syst&me immunitaire exprimant le r6cepteur CD 16. 

5 8. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 7, caract6ris6 en ce que P anticorps est 
s61ectionn6 apres avoir et6 purifie. 

9. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 8, caracteris6 en ce que Tantigene 
provient d'une cellule pathologique ou d'un organisme pathogene pour rhomme. 

10 

10. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 9, caracteris6 en ce que l'anticorps 
s61ectionne est capable d'induire la secretion d'au moins une cytokine par une cellule 
leucocytaire, en particulier de la famille des NK (natural killer) ou par des cellules du 
groupe monocytes-macrophages. 

15 

11. Utilisation selon Tune des revendications 1 k 10, caracteris6 en ce que l'anticorps 

, ■» 

est un anticorps monoclonal ou polyclonal. 

12. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 11, caract<§ris6 en ce que l'anticorps 
20 est un anticorps de specificite anti Rhesus du globule rouge humain. 

13. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 1 1, caractdrise en ce que Panticorps 
est un anticorps dirig6 contre des virus pathogenes pour lliomme. 

25 14. Utilisation selon Tune des revendications 1 k 1 1, caracteris6 en ce que l'anticorps 
est un anticorps dirigS contre des antig&nes de tumeurs malignes. 

15. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 1 1, caracterise en ce que l'anticorps 
est un anticorps dirig6 contre les antigenes d'une bact6rie ou d'un parasite pathogene 
30 pour Vhomme. 




7. Proc6d6 selon la revendications 1 ou 2, caractfrise en ce que ce que Panticorps 
sSlectionne a la capacite d'induire la secretion d'IL-2 par les cellules eflfectrices du 
systeme immunitaire exprimant le r€cepteur CD 16. 

5 8. Proc6de selon Tune des revendications 14 7, characterise en ce que Panticorps est 
selection^ aprds avoir 6t6 purifte. 

9. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 4 8, caract£ris£ en ce que Tantigene 
provient d'une cellule pathologique ou d'un organisme pathogene pour Phomme. 

10 

10. Proced6 selon Tune des revendications 1 a 9, caract6ris6 en ce que Panticorps 
selection^ est capable d'induire la secretion d'au moins une cytokine par une cellule 
leucocytaire, en particulier de la famille des NK (natural killer) ou par des cellules du 
groupe monocytes-macrophages. 

15 

11. Proc6d6 selon Pune des revendications 1 a 10, caracterisd en ce que Panticorps est 
un anticorps monoclonal ou polyclonal. 

12. Proc&te selon Pune des revendications 14 11, caract£ris6 en ce que Panticorps est 
20 un anticorps de specificite anti Rhesus du globule rouge humain. 

13. Proced6 selon Pune des revendications 1 a 1 1, caract6rise en ce que Panticorps est 
un anticorps dirig6 contre des virus pathog^nes pour Thomme. 

25 14. Proc&te selon Pune des revendications 14 11, caract6ris6 en ce que Panticorps est 
un anticorps dirige contre des antig&nes de tumeurs malignes. 
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15. Proc&te selon Pune des revendications 14 11, caract&ise en ce que Panticorps est 
un anticorps dirige contre les antigenes d'une bacterie ou d ! un parasite pathog&ne pour 
rhomme. 
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16. Utilisation selon Pune des revendications 1 h 15, caract6ris6 en ce que l'anticorps 
s61ectionn6 montre une augmentation sup6rieure a 100%, 250%, 500%, ou 1000% du 
taux de liberation d'IL-2 par rapport au controle en absence d' anticorps ou en presence 

5 d'un anticorps donne comme reference negative. 

17. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 16 comme support th&rapeutique en 
m&iecine humaine. 

10 18. Utilisation selon 1'une des revendications 1 a 17 pour la fabrication d'un 
medicament destin6 au traitement des maladies autoimmunes, inflammatoires, des 
cancers et des infections par des agents pathogenes. 

19. Kit permettant d^valuer l'activit6 biologique d'un anticorps comprenant deS 
15 moyens et des r<§actifs necessaires pour le dosage d'au moins une cytokine, notatnmerit 
IL-2, IFN et TNF, et des cellules effectrices exprimant le r6cepteur CD 16. 



16. Proc£d6 selon Tune des revendications 1 a 15, caracterisd en ce que l'anticorps 
selectionne montre une augmentation sup£rieure a 100%, 250%, 500%, ou 1000% du 
taux de liberation d'IL-2 par rapport au controle en absence d 5 anticorps ou en presence 

5 d'un anticorps donn£ comme reference negative. 

17. Procdde selon Tune des revendications 1 & 16 dans lequel l'anticorps selectionne 
est utile comme support th6rapeutique en medecine humaine. 

10 18. Proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 17 dans lequel l'anticorps s61ectionn6 
est destine k la fabrication d'un medicament pour le traitement des maladies 
autoimmunes, inflammatories., des cancers et des infections par des agents pathogenes. 

19. Kit permettant d'&valuer Pactivite biologique d'un anticorps comprenant des 
15 moyens et des r6actifs n£cessaires et des cellules effectrices exprimant le r£cepteur 
CD 16 pour la mise en mise du proc£d£ selon Tune des revendications 1 k 18 
permettant le dosage d'au moins une cytokine, notamment IL-2, 1FN et TNF. 
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FIGURE 1A 



Liberation de cytokine ( IL2, IFN et TNF) de leucocytes indulte par des anticorps en 

presence de leur cible 
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FIGURE IB 
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Liberation de cytokine (IFN, TNF) de cellules NK 
induites par des anticorps en presence de leur 
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FIGURE 2 A 



Liberation de cytokine (IFN, TNF) de cellules NK induites par des anticorps en 
presence de leur cible (LFB-R297-RBC) 
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FIGURE 2B 
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induites par des anticorps anti-D 
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FIGURE 5A 



Liberation d*IL2 de Jurkat CD16 induites par anti-D 
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